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(57) Abstract: The invention relates to a method for the crystallisation of macromolecules in a three-phase system using a container, 
said system containing a lower aqueous phase, a middle phase and an upper hydrophobic phase which has a lower density than the 
lower aqueous phase. An aqueous solution of the macromolecules is produced in the middle phase, said solution fonning a fourth 
phase and being incubated. 

(57) Zusammenfassung: Verfahren zur Kristallisation von Makromolekulen in einem Dreiphasensystem unter Verwendung eines 
GefMBes, enthaltend eine untere w&srige Phase, eine mittlere Phase und eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte als die 
untere wassrige Phase, wobei eine wassrige Ldsung der Makromolekule in die mittlere Phase gegeben wird und eine vierte Phase 
bildet und inkubiert wird. 
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ProteinkristalHsationsverfahren 

5 Die Erflndung betrifft Verfehren zur Kristalllsation von Makromolekulen in einem 
Drelphasensystem, entsprechende Vorriciitungen, ein Dreiplnasensystem, sowie 
die Verwendung In automatlsierten Kristallisatlonsverfehren. 

Die Kenntnisse uber die dreidimensionale Strul<tur bioiogischer Makromolekule 
haben einen dramatischen Impakt sowohl auf die Entwicklung der modernen 
10 Biotechnologie als auch In der therapeutischen Behandlung von Krankheiten. 
So kann z. B. die Bestimmung der dreidimmensionalen Struktur eines 
Proteintargets entscheidende Informationen fur die Id.entifikation und 
Entwicklung neuer WIrkstoffe llefern, die mit dem jewelligen Protelntarget 
Interagleren. 

15 Die Aufklarung drefdimensionaler Strukturen bioiogischer Makromolekule 
erfolgt am genausten durch die Rontgenstrukturanalyse. Voraussetzung fur die 
Strukturaufklarung ist, dass die Makromolekule, wie Proteine oder deren 
Komplexe, als Einkristalle zur Verfugung stehen. 

Des weiteren konnen Kristallisatlonsmethoderi zur Ableltung und Generierung 
2 0 von kristallinen Formulierungen rekombinanter WIrkstoffe beitragen, wobei die 
Kristallmorphologle eInen nicht unerheblichen EInfluB auf die 
pharmacokinetisclien Eigenschaften einer Formolierung haben kann. Auch die 
Polymorphlsmenuntersuchung von niedermolekularen Verblndungen 
synthetlschen oder natiirllchen Ursprungs kann uber Krlstalllsatlons- 
25 experimente realisiert werden. Ein weiteres Anwendungsfeld der Kristallisation 
liegt in deren Eigenschaft als Aufreinigungsmethode fur biologische 
Makromolekule als auch von niedermolekularen Verblndungen. 
Kristallisatlonsmethoden konnen sowohl im Klein- als auch im GroBmaBstab 
durchgefuhrt werden. 



BESTATIGUNGSKOPIE 
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Ublicherweise wird versucht, Kristalle aus gesattigten Losungen 
hochgereinigter Proteine In Anwesenheit einer konzentrierten Losung 
entsprechender Saize Oder Polymere (Polyethylenglycole usw.) zu gewinnen. 
Dabei wird den Proteinlosungen das ftir die Loslichkeit notwendige Wasser in 
5 einem bestimmten Zeitablauf mehr Oder weniger entzogen, so dass durch eine 
Fiuktuation der Proteinmolekule Assoziate unterschiedlicher GroBe entstehen 
konnen. Das Entstehen von Nukleationskeimen ist die Voraussetzung fur die 
Bildung von Kristallen. Dlese Vorgange werden normalerwefse empirlsch 
erprobt durch die Auswahl von verschiedenen Prote'mkonzentratlonen, von 
10 verschiedenen Salzen in varilerenden lonenstarkebedingungen, pH-Werten, 
Puffern, Polymeren, organischen Losungsmittein, Temperaturen usw., wobel 
ein Multiparameterproblem vorliegt, (MePherson, A., Crystallization of 
Biological Macromolecules, Cold Spring Harbor Press, New-York, 1999) 

Es stehen verschiedene Kristallisatlonsverfahren zur Verfugung, Bei 
15 sogenannten Batch-Verftihren wird in einem geeigneten Probentrager das zu 
kristallisierende Protein als konzentrierte Losung einer vorher deponierten 
wassrigen Losung zugegeben oder umgekehrt (Chayen, N. E.; Stewart, P. D. S.; 
Maeder, D. L.; Blow, D. M.; J- Appl. Cryst, 1990, 23, 297-302; Chayen, N. E.; J. 
Crystal Growth. 1999, 196, 434-41). Da bei diesem System keine 
20 Anreicherung der NIederschlagsreagenzien uber einen langeren Zeltraum 
stattfindet, sondern die Endkonzentrationen bei der Applikatlon der 
Protelnlosung direkt eingestellt wird, spricht man von einem ,,Batchverfahren'\ 
Diese l^lethode ermogllcht keinen kontlnulerlichen Eintritt in die metastabile 
Region eines Phasendiagramms. Somlt geht der groBe Vorzug der klasslschen 
25 Kristailisationsverfahren verloren (kinetische Eigenschaften und dynamische 
Endpunktbestimmung, siehe Figur 1). 

EIne abgewandelte Methode zuiti Batchverfahren besteht darin, an Stelle des 
relnen Paraffinols ein z.B. mit Poly-Dimethylsiloxan (DMS) versetztes Parafflnoi 
zu verwenden, so dass eine kontinuierliche Wasserdiffusion aus der Losung 
30 stattfindet (D'Arcy A,; Elmore, C; Stihie, M.; Johnston, J. E.; J. Crystal. Growth. 
1996, 168, 175-80). Die Methode eriaubt jedoch nicht die Einstellung eines 
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Endpunktes, da es sich nicht um em geschlossenes System handelt. Der groBe 
Nachteii ist, dass die Proteinldsung uber einen bestimmten Zeitraum komplett 
austrocknet. Sie Ist somit fur die Kristallogenese nur bedlngt verwendbar 
(siehe Figur 1). 

5 Dagegen wird bei klassischen Methoden (hanging/sitting-drop) in der Regel em 
Tropfen einer Proteinlosung (versetzt mit Reservoirlosung) in einem 
geschlossenen GefaB nnit einem Reservoir elner wassrigen Losung einer 
vorgegebenen hoheren Konzentration unter Luftabschluss Inkubiert. Mit der 
Zeit verdunstet Wasser aus dem Tropfen, so dass die Proteinkonzentration 
10 kontinuierllch zunimmt. Ein Endpunkt wird erreicht, wenn der Tropfen mit dem 
Reservoir im Gleichgewlclit stelit. Uber die Konzentration des uberscliussigen 
Reservoirs laBt sicli somit der Endpunlct einstellten. 

Die Bereitstellung von Kristallen, die fur die Strukturaufklarung geeignet sind, 
ist jedoch oft mit groBen Schwierigkeiten verbunden oder nach den bekannten 

15 Methoden uberhaupt nicfit moglich. Haufig kommt es vor, dass elne geordnete 
Kristalllsation aus nicint bekannten Grunden ausbleibt. Das Wechselspiel 
pinyslkaliscli-cliemischer Vorgange, die sich walirend der Kristallogenese 
abspielen, ist bis fieute nicht eindeutig beschrieben, da sich die Kristaliisation 
bisher einer konsequenten Analyse entzog. Wenn Kristalle erhalten werden, 

20 sind diese oft nicht von ausrelchender GroiJe oder Qualitat. 

In Anbetracht der groBen Fortschritte, die in den letzten Jahren bei der 
Aufklarung/Identifikation von Gen- und Protelnsequenzen durch neue und 
automatisierte Verfahren erzielt wurden, ist es wunschenswert, die zahlreichen 
neuen Proteine, die jetzt expremiert werden konnen, systematisch mit 

25 automatisierten Verfahren zu untersuchen. Auch haben Tellbereiche der 
Rontgenstrukturanalyse in den letzten Jahren gewaltige Effizienzsteigerungen 
erfahren. Hierzu trug unter anderem die Bereitstellung von 
RSntgenstrahlungsquellen hoher Brillianz (Synch rotrone), sowie die 
Bereitstellung effizienter Hard- und Software fur die Dateninterpretation bei. 

30 Die bekannten Verfahren zur kristaliisation von biologischen Makromolekulen 
konnten bislang jedoch nicht auf befriedlgende Art und Weise als 
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automatislerte Hochdurchsatzverfahren durchgefuhrt werden (Chayen, N. E. 
und Sarldakls, E.; Acta Cryst, 2002, D58, 921-27). Es besteht daher ein 
starkes Bedurfnis nach Verfahren zur Kristallisatlon von Proteinen, die einfach 
automatisiert werden konnen und somit ein Screening der mittlerweile 
5 verfugbaren Protelne und die systematische Erzeugung von Kristallen 
ermogllchen. 

Bel autonnatisierten Diffusionsexperimenten nach der Hanging-Drop- oder 
Sftting-Drop-Methode werden geschlossene Systeme z.B. durch sillkonlslerte 
Glasdeckel oder mit selbstklebenden transparenten Folien verschlossen. Bel 

10 der Hanging-Drop-Methode muss em Tropfen jeweils auf die Unterseite eines 
Deckels pipettlert werden, der Deckel umgedreht werden und ohne 
Beeintrachtigung des Tropfens uber elnem - Flussigkeitsreservoir aufgesetzt 
werden, das luftdicht verschlossen werden muss. Fur den Roboter 1st dies mit 
relativ vielen aufwandlgen Arbeitsschrltten verbunden. . Derartlge 

IS automatislerten Verfahren sind nicht attraktiv hinslchtllch Kosten, 
Geschwindlgkeit und Reproduzierbarkeit und lassen sfch nur schlecht mit 
kleinsten Probenvolumina realisieren (siehe auch Chayen und Saridakis, 2002). 

Insbesondere be! der Anwendung kleinster Probenvolumina 1st darauf zu 
achten, dass die Losung vor Ausdunstung geschutzt sInd, solange die Systeme 
20 nicht z.B. durch Appllkatlon selbstklebender Folien oder durch Deckel, d.h. 
mechanisch, verschlossen sInd. 

Bine Vielzahl von verschiedenen Vorrichtungen fur die Kristallisatlon von 
biologischen Makromolekulen existieren. So beschrelbt z.B. das US-Patent 
5,096,676 elne Vorrichtung fur die Kristallisatlon im sitzenden Tropfen, die z.B. 
25 mittels einer selbstklebenden Folle verschlossen werden kann. Weitere 
Vorrichtungen werden in den US-Patenten 5,130,105; 5,221,410; 5,400,741; 
5,419,278; 6,039,804, sowie in den Anmeldungen US-2002/0141905; US- 
2003/0010278, WO/00/60345, WO/01/88231 und WO/02/102503 
beschrieben. 
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Samtliche Vorrlchtungen eriauben klassische vapor-dlfFuslon 
Kristallisationsexperimente und mussen mechanisch verschlossen werden, 2.B, 
mittels einer selbstklebenden Folie. 

Bel automatislerten Batch-Verfahren werden von Robotern die In den 
5 entsprechenden Screenlng-Ansatzen verwendeten Lbsungen z.B. unter 
Paraffinol deponlert (Chayen, N. E. and Blow D. M.; J. Crystal Growth. 1992, 
122, 176-80). Die wassrige Losung 1st sonnit direkt vor Ausdunstung 
geschutzt. Dies 1st Insbesondere bei der Verwendung von kleinsten 
Probenvolumlna wichtig, da durch geringste Wasserverluste die eingestellten 

10 Konzentratlonen erhebilch varlieren konnen und somit die Reproduzierbarkeit 
beeinflussen (Storeinflusse). Solclie automatlsierten Verfaliren sind mit den 
ubiichen IMachteilen von Batch verfahren verbunden, da keine 
Konzentrationsanderung und im Falle einer Konzentrationsanderung kein 
Endpunkt einsteilbar ist. Die Anwendung adaptiver, auf statistischer Analyse 

15 beruhender Kristalllsationsverfahren setzten jedoch eine genaue Kenntnis der 
Endkonzentratlon voraus. 

Der Erfindung llegt das Problem zugrunde, ein Kristalllsationsverfahren 
bereltzustellen, dass die benannten Nachteile der Verfahren nach dem Stand 
der Technik uberwlndet. Insbesondere soli ermogllcht werden, nnit relativ 
20 wenig Aufwand und relativ hoher Erfolgswahrschelnllchkeit mogllchst 
homogene und groBe Kristalle von Makromolekiilen zu erhalten. 

Das erfmdungsgemaBe Verfahren soil auch als automatislertes Verfahren zum 
Screening von Kristallisationsansatzen geelgnet seln. Insbesondere soli das 
automatislerte erflndungsgemaBe Verfahren fur Roboter einfach und mIt relativ 
25 wenigen Arbeitsschritten durchfuhrbar sein und die beschriebenen Nachteile 
automatisierter Kristalllsationsverfahren uberwinden. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Problem wird uberraschenderweise gelost 
durch ein Verfahren zur Kristallisation von Makromolekiilen in einem 
Dreiphasensystem unter Verwendung eines GefaBes, enthaltend eine untere 
3 0 wassrige Phase, eine mittlere Phase und eine obere hydrophobe Phase mit 
geringerer DIchte als die untere wassrige Phase, wobei eine wassrige Losung 
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der Makromolekule in die mittlere Phase gegeben wird und dabef eine vierte 
Phase bildet und Inkubiert wird. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 
16, eine Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 23, ein 
5 Dreiphasensystem nach Anspruch 24 und 25, Krlstalle gem§ss Anspruch 17, 
Verwendung gemass Anspruch 26 sowie die Strukturen gemass Anspruch 27, 

Der Erfindung liegt die . Bereitstellung und Verwendung eines 
Dreiphasensystems zugrunde. Die wassrige Losung der I^akromolekule bildet 
dabei eine vierte Phase, die sfch nicht unmittelbar mit der unteren Phase 

10 vermischt. Im allgemeinen wird die vierte Phase in einer Menge. zugegeben, 
dass sie einen Tropfen bildet. Vorzugsweise wandert die vierte Phase nach 
Einbringen in das GefaB zur Phasengrenze zwischen der unteren und mittleren 
Phase. Eine Vermischung mit der unteren Phase, die ja ebenfalls eine wassrige 
Phase 1st, findet nicht statt. VIelmehr verblelbt die vierte Phase mindestens so 

15 lange im System, bis der Kristallisatlonsprozess einsetzt. In alternativen 
Ausfuhruhgsformen positioniert sich die vierte Phase an der Phasengrenze der 
mittleren und oberen Phase oder innerhalb der mittleren Phase. Wichtig ist, 
das kelne unmittelbare Vermischung mit der unteren wassrigen Phase 
stattflndet. Der Begriff „vlerte Phase'^ bezeichnet allgemein die wassrige 

20 L6sung des Makromolekuis, auch wenn das Dreiphasensystem aus unterer, 
oberer und mittlerer Phase noch nicht vollstandig ausgebildet ist. 



Kurzbeschreibunq der Rauren 

FiQur 1 beschreibt physikalisch-chemische Zusammenhange in einem 
25 Phasendiagramm. 

Rqur 2 zelgt den schematlschen Aufbau eines Dreiphasensystems. 

Fiqur 3 zeigt eine Photographie fiir drel Dreiphasensystemen. 

Fiqur 4 zeigt in VergroBerung eine Losung eines l^akromolekuls. 
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Figur 5 zeigt in GroBaufnahme Kristalle, die gemass der Anordnung in Figur 4 
erhalten wurden. 

Figur 6 zelgt eine spezlelle AusfQhrungsform. 

Figur 7 zeigt ein Photo des erfindungsgemaBen Systems, bei dem drel 
5 Ausbuchtungen an einem Reservoir angeordnet sind. 

Figur 8 zeigt einen Vergleich verscliiedener Bedingungen am Beispiel der 
Glucose Isomerase und der Xylanase. 

Fiour 9 zeigt einen erfindungsgemaBen Probentrager. 

Figur 10 zeigt einen vertilcalen Schnitt durch den erfindungsgemaBen 
10 Probentrager. 

Fiour 11 zeigt eine AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Probentragers. 

Figur 12 zeigt schematisch eine Seitenansicht eines verti!<alen Schnittes durch 
den Probentrager nach Figur 11. 

Fiour 13 zeiQt eine Proben position in dem erfindungsgemaBen. Probentrager. 

15 Fiour 14 zeigt schematisch eine Seitenansicht eines diagonalen Schnittes durch 
den Probentrager gemass Figur 13. 

Detaillierte Beschrelbuno der Erfinduno 

Figur 1 zeigt vereinfacht und schematisch das unterschiedliche Verhalten der 
20 gangigen Kristallisationsverfahren in einem Phasendiagramm. L, M und U 
bezeichnen jeweilig die losliche, metastabiie und unstabile Region des 
Phasendiagramms. 

Figur 2 zelgt den schematlschen Aufbau eines erfindungsgemaBen 
Drelphasensystems mit elner tropfenformlgen vferten Phase, die an der 
25 Phasengrenze zwischen der oberen und mittleren Phase lolcalisiert ist. 
ErflndungsgemSB flndet eine Diffusion von Wasser nach oben Im wesentllchen 
nicht statt. I, II und III entsprechen der oberen, mittleren und unteren Phase. 
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FIgur 3 zefgt eine Photographie von drel erfindungsgemaBen 
Dreiphasensystemen^ bei denen jeweils die Losung des Makromolekuls 
tropfenformlg zwischen der oberen und mittleren Phase lokalisiert ist. 

Figur 4 zeigt in GroBaufnahme eine Losung des Makromolekuls, die sich an der 
5 Phasengrenze zwischen der mittleren und unteren Phase positioniert hat. 

Rgur 5 zeigt fur den selben Ansatz wie Figur 4 In GrqBaufnahme die Kristalie, 
die sich in einem erfindungsgemaBen Dreiphasensystem gebildet haben. Die 
Lysozymkristalle sind mit polarisiertem Licht und mit einem um 90^ versetzten 
Analysator detektierbar. 

10 Die Phasen des Kristallisationssystems werden schematlsch anhand von Figur 
2 und photographisch durch Rgur 3 verdeutllcht. In Figur 3 ist eine vierte 
tropfenformige Phase zwischen den Phasengrenzen der mittleren und oberen 
Phasen positioniert. Die Phasengrenze Ist in Figur 3 nicht deutlich zu erkennen, 
jedoch zeigt Figur 4 eine GroBaufnahme einer vierten Phase an der 

15 Phasengrenze der mittleren und unteren Phase. In diesem metastabllen 
Zustand verbleibt die vierte Phase Qber einen langeren Zeitraum und dringt 
nicht in die untere wassrige Phase ein. 

Die vierte Phase vermischt sich solange nicht voilstandig mit der unteren 
Phase, bis die Kristallisatlon in der vierten Phase oder an einer Phasengrenze 
20 zur vierten Phase einsetzt. Vorzugsweise ist die vierte Phase fur mlndestens 6, 
12 Oder 24 Stunden unterscheidbar, besonders bevorzugt fur mlndestens 2, 4, 
6, 14, 21 Oder 30 Tage. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das verwendete GefaB so 
ausgestaltet, dass die vierte Phase nicht in Kontakt mit der unteren Phase 

25 kommen kann. Die vierte Phase ist dann mechanisch stabilisiert. Dabei ist die 
vierte Phase vorzugsweise in einem Teilbereich lokalisiert, der vom ubrigen 
ProbengefaB durch seitliche Waride abgetrennt Ist. Die vierte Phase ist somit 
in einer Ausbuchtung oder Ausgrenzung lokalisiert. Figur 6 zeigt schematlsch, 
wie eine solche Ausfuhrungsforrri erfindungsgemaB reallsiert werden kann. In 

30 dieser Ausfuhrungsform ist die Losung des l^akromolekCils durch eine 
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Ausbuchtung Im GefaB daran gehlndert, sich welter zu der unteren Phase hin 
zu bewegen. Die Diffusion von HzO erfolgt in Pfeilrichtung. I, II und III 
entsprechen der oberen, mlttleren und unteren Phase. 

Der Tropfen kann aufgrund einer physischen Barriere nicht in die untere Phase 
5 gelangen. ErfindungsgemaB ist es mogllch, in einem Dreiphasensystenr^ mehr 
als eine l^alcromolel<ull6sung als getrennte Phase zur Kristallisation zu bringen. 
FIgur 7 zeigt eine erfindungsgemaBe Ausgestaltung des GefaBes mit drei 
Vertlefungen. Dargestellt ist ein Photo von oben auf ein erfindungsgemaSes 
System, bei dem drei Ausbuchtungen gemeinsam an einem Reservoir 

10 angeordnet sind. In der mittleren Ausbuchtung sind deutlich sichtbare Kristalle 
entstanden. Die Ausbuchtungen sind mit dem Reservoir uber eine 
durchgSngige mittlere Phase verbunden,- durch die H2O zum Reservoir 
diffundleren l<ann. In der mittleren Vertiefung liegt eine raumlich von der 
unteren Phase getrennte vierte Phase vor. Derartige Ausgestaltungen sind 

15 erfindungsgemaB auch als Multiwellplatten realisierbar, die die gleichzeitige 
Oder s.equentielle Untersuchung einer Vielzahl von Proben eriauben. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann die untere wassrige Phase auch durch 
eine Phase mit hygroskopischen. In Bezug auf die Losung des Makromolekuls 
wasseranziehenden Eigenschaften ersetzt/komplementiert werden. Die 
20 hygroskopische Substanz kann fester und/oder flOsslger Natur seln. Im 
Gegensatz zu Batch verfehren findet durch den Wasserentzug eine 
KonzentrationsSnderung Im System statt, die ebenfalls je nach Wahl der Natur 
und Quantltat der hygroskopischen Substanz mit einem Endpunkt elnhergeht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein Dreiphasensystem vor Zugabe 
25 der vierten Phase erstellt. In einer weiteren Ausfuhrungsform wird die vierte 
Phase in den Teilberelchen, die vom ubrlgen ProbengefaB abgetrepnt sind, 
zuerst vorgelegt und anschlieBend das Dreiphasensystem erstellt. In einem 
Screeningtest wird dann die Proteinlosung der wassrigen vierten Phase in 
einen Teilbereich zugegeben und kann durch Entzug von H2O mit der unteren 
30 Phase wieder ins Gleichgewicht kommen. In einer weiteren Ausfuhrungsform 
kann die obere Phase uber die Rander der ProbengefaBe hinaus appliziert 
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werden, wonach die untere Phase in jedes ProbengefaB appiiziert wird. Das 
System ist somit von Anfang an vor Ausdunstung gescliutzt. Von der unteren 
Phase kann dann ein Tropfen aufgenommen und In die abgetrennten 
Teilbereiche appiiziert werden. Die Proteinlosung l<ann dann zu dem Tropfen 
5 in dem abgetrennten Teilbereich appiiziert werden, gefolgt von der zweiten 
Phase, die in jedes ProbengefaB gegeben wIrd, ohne jedoch Qber den Rand der 
einzelnen ProbengefaBe zu fuhren. 

In einer bevorzugten Ausftihrungsform beflnden sich die Ausbuchtungen oder 
Ausgrenzungen und/oder deren Seitenwand oder Seitenwande auf 

10 verschiedenen Hohen-Niveaus, wodurch je nach der appllzierten Menge der 
zweiten Phase nur eine oder aber auch mehrere Ausbuchtungen oder 
Ausgrenzungen sich uber die zweite Phase mit der unteren Phase, der 
Reservoirlosung, ausglelchen konnen. Die Ausbuchtungen oder 
Ausgrenzungen, die mit der unteren Phase kommunlzieren, verhaiten sich wie 

15 klassische vapour-diffusion l^ethoden. Die Ausbuchtungen, die sich nicht mit 
der Reservoirlosung ausgleichen, verhaiten sich wIe klassische Mikrobatch - 
l^ethoden, da sie z.B. von Paraffinol umgeben sind. Somit ist es moglich, in 
nur einem Arbeitsaufwand in einer Probenposition eines Probentragers sowohl 
einen klassichen Ansatz als auch einen l^ikrobatch-Ansatz zu realisieren. 

20 Aus den hier gezeigten Vorgehenswelsen wIrd ersichtllch, dass der Aufbau der 
Kristallisationsexperimente in einer Vlelzahl von Varianten reallsiert werden 
kann. 

Durch die obere Phase findet uber die Dauer des Kristaliisationsvorgangs im 
wesentlichen keine Diffusion von H2O aus dem GefaB statt. In einer 

25 bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die obere Phase Paraffinol. Es kann aber 
jedes andere Ol oder jede andere Flussigkeit verwendet werden, die in der 
Lage Ist, als obere Phase die Ausdunstung von Wasser aus dem System 
einzuschranken. In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die oberste Phase eine 
Folie Oder ein Deckel, die in der Lage sind die Ausdunstung von Wasser aus 

30 dem System einzuschranken. 
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Die mittlere Phase wird so ausgewahlt, dass eine Diffusion von H2O von der 
vierten phase in die unterste Phase stattfindet, Daher nimmt die Konzentratlon 
des Makromolekuls in der vierten Phase kontinuierlich zu. Da das 
Gesamtsystem im wesentlichen kein Wasser verliert, kann durch die Auswahl 
5 der Zusammensetzung der wassrigen unteren Phase ein Endpunkt fur die 
Kristallisation eingestellt werden, bel dem die untere und die vierte Phase sich 
im Gleichgewicht befinden. 

Die mittlere Phase kann auch aus komplexen Gemischen, z,B. verschiedener 
Viskositaten und/oder chemlscher Natur bestehen. Des weiteren darf die 
10 mittlere Phase die diffuslonshemmenden Eigenschaften der oberen Phase nlcht 
unverhaltnismaBig mindern. 

Die mittlere Phase enthalt in bevorzugten Ausfuhrungsformen Hydroxy- 
terminlertes Poly-Dlmethylsiloxan und/oder Phenylmethyl-Polysiloxane, 
Insbesondere Phenylmethyl-Dimethyl-PolysNoxane. Be! der Wahl der 
15 Flussigkeit fQr die mittlere Phase spielt insbesondere deren Viskositat sowie im 
Falle des PhenyimethylsillkonSIs das Verhaltnis der l^ethyl- zu den 
Phenylgruppen eine Rolle. 

Die untere wassrige Phase enthalt vorzugsweise Saize, Puffersubstanzen, 
Polymere und/oder organlsche L6sungsmlttel. 

20 Die wassrige Losung des l^akromolekuls enthalt in bevorzugten 
Ausfuhrungsformen Saize, Puffersubstanzen, Polymere und/oder organlsche 
LosungsmitteL 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die wassrige Losung des 
Makromolekuls abgesehen vom Makromolekul selbst die gleichen Bestandteile 
25 wie die untere wassrige Phase, jedoch In geringerer Konzentration. 

In eIner bevorzugten Ausfuhrungsform wIrd die wassrige Losung des 

MakromolekQIs durch die Kombination eines bestlmmten Volumens der 

unteren Phase mit einem bestlmmten Volumen der wSssrigen Losung des 
Makromolekuls erstellt. 



wo 2004/012841 

- 12 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform hat die vierte Phase ein Volumen 
zwischen 1 pi und 10 jliI, bevorzugt 100 pi bis 2 ix\, weiter bevorzugt zwischen 
10 und 500 nL 

Die MakromolekUle der vierten Phase, die erfindungsgennaB Icristallisiert 
5 werden, sind in bevorzugten Ausfuhrungsformen Protelne, DNA, RNA, 
Kompiexe von Makronnolekulen, Proteinkomplexe, Protein/Ligandenkomplexe, 
DNA/Ligandenkomplexe, Protein/RNA-Komplexe, Protein/DNA-Kompiexe, Viren 
Oder Virenfragmente. Allgemein konnen erflndungsgemaB l^akromolekule, 
sowie sonstige groBere l^olekiile, biologlschen oder synthetischen Ursprungs, 
10 kristallisiert werden. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Kristalle von l^akromolekulen, die nach 
dem erfindungsgemaBen Verfahren erzeugt werden. Das Verfahren der 
Erfindung fst auch ein Hersteliungsverfahren fur Kristalle von Makromolekulen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Strukturen von Makromolekulen, die bei 
15 der Untersuchung von Kristallen, die durch das erfindungsgemaBe Verfahren 
erzeugt wurden, ermitteit werden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Dreiphasensystem zur Kristallisatlon 
von Makromolekulen, bei dem in einem GefaB drel Phasen ubereinander 
vorllegen, wobei diese eine untere wassrige Phase, eine mittlere Phase und 

20 eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte als die untere wSssrige 
Phase sind. Denkbar sind auch GefaBe, bei denen die Phasen nebeneinander 
liegen, z.B. in Mikrofluldiksystemen. Die drei Phasen sind vorzugsweise 
fiusslg. ErflndungsgemaB sind. jedoch auch andere Ausfuhrungsformen 
durchfuhrbar. So kann die untere Phase belspielswelse gelartig oder fest sein. 

25 Das erfindungsgemaBe Dreiphasensystem (mit oder ohne vierte Phase) kann 
auf alie mogllchen Weisen etabliert werden. So kann zum Beispiel die untere 
wassrige Phase zuerst vorgelegt werden, oder spater unterschichtet werden. 
Erfindungswesentlich ist nur, dass ein im wesentlichen stabiles System zur 
Kristallisation erhalten wird, bei dem die Phasen moglichst sauber voneinander 

30 getrennt sind. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht den Erhalt von relativ 
gleichmaBigen und groBen Kristallen. Das Verfahren ist einfach, schnell 
durchfuhrbar und in hohem Masse reproduzierbar, wobei das Problem der 
Verdunstung auch bei Verwendung geringer Proteinmengen nicht gegeben ist, 
5 Je nach Ausfuhrungsform bestehen keine oder nur geringe Wandkontakte mit 
dem Probentrager, was zu einer geringeren Nukleationsrate und somit zu 
groBeren Kristallen fuhrt. Die Proteintropfen besitzen eine homogene Form und 
weisen Im Vergleich zu klassischen Verfahren wenlger StorefFekte auf, was 
Verfahren der BUdaufnahnne- und Bildbewertung vereinfacht. Durch die 
10 Prasenz der zwelten Phase wird die oft be! klassichen Verfahren entstehende 
Haut vermleden, welche den Tropfen unngibt, was eine leichtere Handhabung 
und Isolierung der Kristalie ermoglicht. Durch die Wahl der mittleren Phase 
steht ein zusatzllcher Parameter bezuglich der Dynamik der Einstellung des 
Endpunktes zur Verfugung, der die Nukleationsrate mitbestimmt. 

15 Je nach Ausfuhrungsform kann das System nach der Beobachtung eines 
Nukleationsereignisses aus dem ubersattigten Zustand gefuhrt werden, indem 
der unteren Phase als Reservoirldsung zum Belspiel eine bestimmten 
Wassermenge zugegeben wIrd. Dies kann Insbesondere die Ausbildung 
weiterer Nukleationskeime unterbinden und somIt zu groBeren Protein kristallen 

20 fuhren. Nachdem das Kristallwachstum des/der Initlalen Krlstalllsationskeim(e) 
sich durch Errelchen des Glelchgewlchtszustandes verlangsamt, kann unter 
Zugaben eines Konzentrates der Ausfallungsreagenz oder einer 
hygroskopischen Substanz in die Reservoirldsung das Kristallwachstum 
graduell wieder Initiert und weiter gefordert werden, ohne eine erneute 

25 Nukleation zu inltieren. Dies fuhrt zu EInkristallen substantieller GroBe. Im 
Gegensatz zu beschriebenen Methoden (Chayen, N. E.; J. Crystal Growth. 
1999, 196, 434-41), Ist durch die flussige Natur der Phasen das umstandliche 
Offnen von geschlossenen Systemen nicht mehr vonnoten, Desweitern kann in 
einer Ausfuhrungsform die hier beschriebene Kristallzucht unter 

30 Inanspruchnahme eines kontinuierlichen Monitoring, realislert werden, welches 
neben der Charakterlsierung der Losungsparameter, wie z,B. der Bestlmmung 
des zweiten VirlalkoefRzienten, auch die Detektion von Nukleatioriskeimen zur 
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Aufgabe hat. Insbesondere Verfahren der dynamlschen Uchtstreuung eignen 
sich neben den klasslschen Blldanalyseverfahren zur Detektlon von 
Nukleationsereignissen, da diese berefts sehr fruh Nukleationskeime 
detektleren konnen (Rosenberger, F.; Vekilov, P. G.; Muschol. M.; Thomas, B. R. 
5 Journal of Crystal Growth, 1996, 168, 1-27; Saridakis, E.; Dierks, K.; Moreno, A, 
Dieckmann, M. W.; Chayen, N. E.; Acta Crystallographica, 2002, D58, 1597-1600; 
Spraggon, G.; Lesley, S. A.; Kreusch, A.; Priestle, J, P.; Acta Crystallographica, 2002, 
D58, 1915-1923). 

Der Diffuslonsprozess kann des welteren durch Abplpettieren der mittleren 
10 Phase gestoppt werden, Indem eine ausrelchende Menge der mittleren Phase 
entnommen wird und die flussige Verbindung zwischen dem Tropfen, welcher 
die vierte Phase bildet und der unteren Phase im Reservoir abrefBt. . In einer 
bevorzugten Ausfiihrungsform konnen Inltlale Losungsparameter bestimmt 
werden, und anschlieBend der Diffuslonsprozess durch Zugabe der mittleren 
15 Phase unter die obere Phase initilert werden. 

Insbesondere die Bestlmmung initialer Losungsparameter, wie z.B des zwelten 
Virialkoeffizlenten mussen so realisiert werden, dass kelne 
Konzentrationsanderung die Losungsparameter beeinfluBt. Der zweite 
Virialkoeffizient ermoglicht Ruckschlusse auf die intermolekulare 

20 Wechselwirkungen zwischen l^akromolekulen, was die Grundlage der 
Nichtidealltat einer Losung hinsichtlich ihres osmotischen Druckes ist. Ein 
posltiver Virialkoeffizient verwelst auf repulsive, eIn negativer Virialkoeffizient 
auf attraktive Wechselwirkungen. Dabei ist bekannt, dass ein leicht negativer 
Virialkoeffizient oft die Kristalisation fordert, ein stark negativer Wert jedoch zu 

25 einer weniger geordneten Ausfallung fiihrt (George, A.; Wilson, W. .W.; Acta 
Crystallographica, 1994, D50, 361-365; George, A.; Chiang, Y.; Guo, B.; 
Arabshahl, A.; Cal, Z. Wflson, W. W.; Methods in Enzymology, 1997, 276, 100- 
110), Da fur die Bestlmmung des zweiten Virialkoeffizlenten eine statlsche 
Laserstreglichtmessung uber eine Konzentratlonsreihe des Makromolekuls bei 

30 definierten Losungsparametern realisiert wird, wie z.B. einer konstanten 
Salzkonzentratlon und einem konstantem pH, ist es wichtig, dass die 
Losungsparameter zwischen mehreren Messungen konstant bleiben und nicht 
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durch eine Diffusion von Wassermolekulen zu der Reservoiriosung beeinfiusst 
werden. Dies ist im Initlalen Batchmodus des neuen Verfehrens mogllch, 
wonach der Diffusionsprozess erst nach AbschluB samtllcher Messungen 
Innerhalb eines Probenarrays durch Zugabe der zwelten Phase fnitlert Wfrd, 

5 Die Erflndung betrlfft insbesondere auch die Verwendung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens, der Vorrlchtung und/oder des 
Drelphasensystems zur automatisierten Kristalllsation oder zum 
automatlsierten Screening. Das erfindungsgemaBe Verfahren Ist in hohem 
Masse geelgnet fur die Verwendung im Rahmen automatisierter, Roboter- 

10 gestutzter Verfahren. Es sind Im Vergielch zu den klassischen Methoden 
deutlich weniger Arbeitsschritte notig. Der Roboter muss ledigiich die Losungen 
nacheinander pipettieren. In elner bevorzugten Anwendungsform sind die 
Losungen berelts vorpipettlert und die Losung des l^alcromolekuls muB 
ledigiich zugefugt werden. Die Applikatlon von Glasdeckein, das Drehen der 

15 Deckel, Oder die Verslegelung des Systems mit Folle oder ahnlichem sind nicht 
mehr erforderlich. Trotzdem geht die Kristaliisation mit einem dynamlsch 
einstellbaren Endpunkt einher. 

Gegenstand der Erflndung Ist auch eIne Vorrlchtung zur Kristalllsation von 
Makromolekulen, bel der eine Vielzahl von ProbengefaBen zu einem 

20 Probentrager angeordnet sind, wobei der Probentrager einen durchgangigen 
Rand aufweist, der hoher angeordnet Ist als die Offhungen der ProbengefaBe. 
Innerhalb der ProbengefaBe liegt die untere wassrige Phase vor, die von der 
mittleren Phase uberschlchtiet ist. Da der Probentrager eInen erhohten Rand 
aufweist, konnen alle ProbengefaBe zugleich in einem elnzigen Arbeitsschritt 

25 mit der oberen Phase uberschlchtet werden. Die obere Phase schlleBt dabei 
jedes ProbengefaB nach oben hin ab und blldet daruber efne einzige 
verbundene Phase, die den gesamten Probentrager durchzieht. Auf diese 
Weise ist es nicht mehr erforderlich, In jedes einzelne ProbengefaB die obere 
Phase zu applizieren. In einer Ausfuhrungsform konnen auch zwei oder 

30 mehrere ProbengefaBe iiber die zweite Phase miteinander kommunizleren, 
Indem z.B. eine Kerbe In die seitliche Abgrenzung zweler oder mehrerer 
ProbengefaBe realisiert wird. Wird bel dleser Ausfuhrungsform nur in eln 
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ProbengeISS die untere Phase appllziert und die untere Phase in den anderen 
Probengef^Sen z.B. durch die mittlere Phase ersetzt, kann je nach Dlstanz zum 
ProbengefaB mit der unteren Phase die Dynamlk der Endpunktbestinnmung 
beeinflusst werden und somit die Nukleationsrate. Dies ermoglicht ein 
5 Screening des EInflusses der Dynamlk der Endpunktbestimmung auf die Giite 
der Protein-Einkristalle. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 1st In jedem ProbengefaB ein 
Tellbereich (Ausbuchtung) vorhanden, der von dem Qbrigen Tell des 
ProbengefaBes durch seitliche Wande abgetrennt ist, wobei die seltlichen 
10 Wande niedriger sind als die seltlichen Wande des ProbengefaBes. Solche 
Ausfiihrungsfbrmen sind In den Ffguren 11 bis 14 dargestellt. 

Fiqur 11 zeigt einen erfindungsgemSBen Probentrager (1) mit ProbengefaBen 
(6), seltlichen Wanden der ProbengefaBe (4) und einem erhohten Rand (2). In 
den ProbengefaBen (6) sind Teilbereiche (5) vorhanden, die von dem Qbrigen 
15 Tell des ProbengefaBes durch seitliche Wande (3) abgetrennt sind. 

Ein solcher Probentrager kann leicht reallsjert werden, Indem zuerst ein Korpus 
eines ProbentrSgers z.B. durch bekannte Spritzguss-Verfahren reallsiert wird, 
der bis auf die Glasplatte s§mtllche Telle des ProbentrSgers enthalt. Dabei 
sollten die niedrigen Internen Ausbuchtungen innerhalb eines jeden 

20 Probentragers Qber kleine Stege gehalten werden, die so ausgeiegt sind, dass 
sle ein Befiillen der SuBeren Ausgrenzung durch eine einmalige Applikation der 
oberen Phase ermoglichen. Dem Fachmann ist dabei bekannt, wie bei der 
Ausgestaitung des Probentragers dessen .Formstabiiitat im Produktionsprozess 
gewahrt wird. Der fertige Probentrager wIrd dann durch Aufkleben der 

25 Glasplatte auf den Boden des Korpus erhalten. Urn eine hydrophile Interaktlon 
mit der vierten Phase zu unterdrucken, kann die Glasplatte durch bekannte 
Verfahren der Oberflachenbehandlung, wie z.B. einer Silikonisierung oder 
Silanlslerung, modiflziert werden. 

Fiqur 12 zeigt schematlsch eine Seitenanslcht eines vertlkalen Schnlttes durch 
30 einen Probentrager nach FIgur 11. Die Merkmale 1 bis 6 sind verwirkllcht wie 
bel Figur 11. In die abgetrennten Teilberelchen (5) der ProbengefaBe (6) wird 



wo 2004/012841 




IT/EP2003/008369 



- 17 - 



die wassrige Phase des MakromolekOls (vierte Phase, 8) gegeben. Die 
Entwicklung von Kristallen wird mit elner Vorrichtung (9), z.B. einem 
Mikroskop, dass unterhalb des Probentragers angeordnet ist, verfolgt. In 
Abweichung zur schematlschen Darstellung ist die vierte Phase in der Regel als 
5 Tropfen kugelformig (statt elilpsenformlg) ausgebildet und beruhrt nicht 
seitlich die GefaSwande. 

FiQur 13 zeigt elne Probenposltion elnes erfindungsgemaBen Probentragers. Je 
Probenposltlon konnen bis zu vier Kristaillsationsexperimente realisfert werden. 
Im Zentrum der Probenposltion befindet sich die Ausgrenzung fiir eine 

10 Reservolrlosung. Durch die zentrale Lage sowie die GroBe des Reservoirs kann 
dieses leicht zum Anmischen der kompiexen Ausfaiiungsreagenzien verwendet 
werden. Die vier Ausgrenzungen fur die • vierten Phasen sind mit der 
Reservoirzone' uber eine Vertiefung im Korpus des Probentragers verbunden, 
Der Boden des Probentragers besteht aus Kunststoff oder Glas. Im Falle von 

15 Kunststoff kann der Korpus des Probentragers durch Bohrungen realisiert 
werden. Die Verbindung zwischen der zentralen Position fur die 
Ausfailungsreagenz und den Ausgrenzungen kann durch Ausfrasen eines 
Steges zwischen den Positionen realisiert werden. Die Dimensionen sind in 
■Millimeter angegeben und dienen lediglich als Beispielwerte. 

20 FiQur 14 zeigt schematisch eine SeltenansJcht elnes diagonalen Schittes durch 
elne Probenposltion des erfindungsgemSBen Probentragers gemSB FIgur 13. 

Die Seitenwande der Tellbereiche bilden in den Figuren 11 und 12 einen Ring, 
so dass die Tellbereiche kreisformig in der l^litte der ProbengefaBe liegen. In 
den auBeren Teil der ProbengefaBe wird die untere Phase gegeben bis zu einer 

25 Hohe, die unterhalb der Hohe der Seitenwande des Teilbereichs liegt, gefolgt 
von einem Tropfen in den/die Tellbereiche. In die Teilbereiche wird vor oder 
nach Aufbau des Dreiphasensystems die wassrige Losung des Makromolekuls 
(die vierte Phase) gegeben. Die mittiere Phase wird so applizlert, dass die 
Teilbereiche mit der mittleren Phase gefullt werden und die ringformige 

30 Seitenwand der Teilbereiche mit der mittleren Phase uberschlchtet ist. 
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Wassermolekule konnen so von der vierten Phase durch dfe mittlere Phase In 
die untere Phase des Dreiphasensystems diffundieren. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform sind die Oberkanten der Seitenwande 
der Teilbereiche mit einer nach innen abfallenden Schrage ausgestaltet, so 
5 dass bei Applikation der vierten Phase diese In den Teilbereich gelenkt wird. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform unterscheiden sich die Seitenwande der 
Ausbuchtungen oder Ausgrenzungen durch verschiedene Hohen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform (Figuren 13 und 14) liegen die Teilbereiche 
fur die Proteinlosung urn ein zentral gelegenes Reservoir fiir die untere Phase. 
10 Der Aufbau ermoglicht insbesondere in einem ersten Arbeitsschritt ein 
vereinfachtes Anmischen der Flussigkelt fur die untere Phase. Der Aufbau des 
Dreiphasensystems erfolgt dann .wie beschrieben. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform llegt der Boden (1) der Teilbereiche (5) auf 
derselben Hohe wie der Boden der ProbengefSBe (6). In einer weiteren 

15 Ausfuhrungsform 1st der Teilbereich gegenuber dem Boden des ProbengefSBes 
erhoht- Der erhohte Bereich liegt unterhalb der Offnung des ProbengefaBes. In 
einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform weisen die ProbengefaSe jeweils 
mindestens eine erhohte Ausbuchtung auf. Diese Ausfuhrungsformen der 
Erfindung werden durch Figur 10 verdeutlicht. Dort ist ein Tell eines vertikalen 

20 Schnitts durch einen erfindungsgemaBen Probentrager (1) mit ProbengefaBen 
(16) gezeigt. Bei der gezelgten Ausfuhrungsform sind in den einzelnen 
ProbegefaBen (16), von denen drei in einer Reihe dargestellt sind, gegenuber 
dem GefaBboden erhohte Ausbuchtungen (15) vorhanden. In die oder uber die 
die L6sung des Makromolekiils applizlert wird. Der Probentrager ist durch 

25 einen erhohten Rand (2) gekennzeichnet, der es ermoglicht, die einzelnen 
ProbengefaBe mit der mittleren Phase zu befOllen und die mlttleren Phasen mit 
einer durchgangigen oberen Phase zu iiberschichten. Dadurch wird der 
Vorgang der Bereltstellung eines erfindungsgemaBen Dreiphasensystems 
betrachtllch vereinfacht. Die Ausbuchtung (15) Ist ein abgetrennter Teilbereich 

30 (15), der durch die seltllchen Wande (13) vom ubrigen ProbengefaB 
abgetrennt ist. Die seltllchen Wande (13) des Teilbereichs sind nach oben hin 
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niedrlger als die seitllchen Wande (14) der ProbengefaBe. Die Ausbuclitung ist 
auf einem Sockel (17) positionlert. Die Abmessungen und Relationen slnd 
schematlscli dargestellt. Fiir ein spezielles verwendetes Robotersystem wird 
efn Probentrager mit geeigneten Abmessungen ausgewShlt. 

5 In efner weiteren Ausfiihrungsform ist der Teilbereich gegeniiber dem Boden 
. des ProbengefaBes erhoht und der ubrige Teil des ProbengefaBe, nicht aber 
der Teilbereicli, unten teilweise oder vollstandig offen, so dass alle unteren 
Phasen miteinander verbunden slnd. Es muss dann nur eIn einziges l^al eine 
untere Pliase, eine mittiere Piiase und eine obere Phase appllziert werden. 

10 Diese Ausfulirungsform findet Verwendung, wenn unterschledliclie Losungen 
des l^al<romolei<Qls gegenQber einer einzigen definierten unteren Pliase 
untersuclit werden sollen. Diese Ausfuiirungsform ist aucfi realisierbar, wenn 
!n einem erfindungsgemaBen ProbentrSger mit erholitem Rand ProbengefaBe 
auf einer definierten Hphe unterhalb des erhofiten Randes positloniert werden, 

15 daB sie nur miteinander verbunden sind, sofern es die Stabilitat des 
Probentragers erfordeirt, z. B. durch eIn Gitter. In diesen Probentragern wird 
dann neben eines Tropfens der unteren Pliase ein Tropfen der jeweilig zu 
testenden wassrigen Losung (vierte PInase) appliziert. 

Vorzugsweise ist der Boden des Probentragers optiscli homogen. Bevorzugt ist 
20 ein Glasboden. 

So iconnen neben miicroslcopisclien Aufnalimen aucli weitere optlsche 
Messverfahren fur die Charakterisierung der Losungsparameter und/oder der 
biologischen i^akromolekule tierangezogen werden, wie z.B. verscliiedene 
Streuliclntverfaliren (z.B. elastische, quasielastische und/oder inelastisclie 

25 Lichtstreuung) zwecks Bestlmmung von Konzentrationen, GroBen, 
GroSenverteiiungen aber auch tliermodynamische Parameter wie der zweiten 
Viriaikoeffizienten und/oder hydrodynamische Parameter. Desweiteren konnen 
spektroskopisclie ivietiioden wie der Fluoreszenzanisotropie/ 
Fluoreszenzdepolarisation unter Inanspruchnalime Intrinsisciier oder 

30 extrinsiclier Fluorophore und/oder welterer polarisationsspektroskopischer 
Verfahren zur Verfugung (Winter, R. und IMoli, F.; I^etlioden der 
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biophyslkallschen Chemie, Teubner StudlenbOcher Chemie, Teubner Verlag, 
ISBN: 3-519-035 18-9). Dafur besltzen Tropfen, welche In dem hier 
vorgestellten Verfehren realislert werden die positive Eigenschaft, dass sie mit 
einem Volumen von 1 jil in der Aufislcht annahernd den gleichen Durchmesser 
5 besitzen wie 200 nl groBe Tropfen in l<lasslsclien sitting-drop Experimenten. 
Die Tropfen des hier dargesteilten Verfahrens besitzen somit, bedingt durch 
ilire kugeialinlicine Topographie bessere Voraussetzungen fur die Anwendung 
der oben erwahnten Verfaliren, insbesondere unter Inanspruclinalnnne 
Iconfokaler I^essgeometrien. Des welteren bietet der Glasboden und die optiscli 

10 iiomogene mittlere und obere. Phase im 'Gegensatz zu Folienverschlossenen 
Systemen bessere Voraussetzungen fQr die Anwendung oben genannter 
Verfahren. Auf die Verwendung eines optisch homogenen Deckels kann 
verzlchtet werden. Der Brechungsindex vieler hier verwendeter FIQssigkeiten 
der mittleren Phase liegt des weiteren im Bereich zwischen 1,4 und 1,5, was 

15 des weiteren einer Anwendung oben genannter Verfahren entgegenkommt. 

Des weiteren konnen die erhaltenen Bildaufnahmen und sonstige Parameter in 
eine Datenbank abgelegt werden, um anschlieBehd eine Analyse der 
Kristallisationsexperimente am Computer zu ermoglichen und/oder um 
bekannte Bildanalyseverfahren, wie z.B. eine Differential-Blldanaiyse und/oder 

20 eine Kantendetektion anzuwenden. Auch bekannte Verfahren zur Bewertung 
von Niederschiagsmorphologien konnen eingesetzt werden sowie angepasste 
NI^IR und Ultraschall basierte Verfahren. Die Auswertung der verschledenen 
Parameter der realisierten Kristallisationsexperimente lassen dann nach einer 
statistischen Auswertung eine systematisierte Ableitung neuer verbesserter 

25 Kristallisationsbedingungen zu. Des weiteren k5nnen mit Hilfe des MIkroskops 
Bildaufnahmen und sonstige Parameter In eine Datenbank abgelegt werden, 
um anschlieSend eine Analyse der Kristallisationsexperimente am Computer zu 
ermoglichen und/oder um bekannte Bildanalyseverfahren, wie z.B. eine 
Differential-Bildanalyse und/oder eine Kantendetektion anzuwenden. 

30 Gegenstand der Erfindung ist auch eine Vorrichtung (1) zur Kristallisation von 
l^akromoiekOlen, bei denen eine Vielzahl von ProbengefaBen (6) zu einem 
Probentrager angeordnet sind, bel der in jedem ProbengefSB (6) mindestens 
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ein Tellbereich (5) vorhanden 1st, der vom ubrigen ProbengefSB durch seftlfche 
Wande (3) abgetrennt 1st, wobei die seltllchen Wande (3) nach oben bin 
niedriger slnd als die Wande des ProbengefaSes (4), dadurch gekennzeichnet, 
dass der Boden des Probentragers optisch homogen fst und das der Boden (1) 
5 der Teilbereiche (5) auf derselben Hohe llegt wle der Boden der ProbengefaSe 
(6). Bedingt durch die Topographle des Probentragers kann bei dieser 
Ausfuhrungsform auf einen die Vorrichtung umfassenden erhohten Rand 
verzichtet werden. Der Probentrager 1st auf einfache Art herstellbar und eignet 
sich des auch zur Durchfiihrung klasslscher Krlstallisationsexperimente und 

10 stellt im Gegensatz zu bestehenden Probentragern eine kostengunstige 
Variante mit elnem optisch homogenen Boden dar. Der optisch homogehe 
Boden bietet gegenuber den klasslschen Hochdurchsatz-Probentragern, die fur 
Vapour-Dlffuslon Experlmente verwendet werden den Vortell, das die 
Detektion der Kristalle durch die Abwesenheit von Doppelbrechungseffekten 

15 der Polymere eIne Detektion von Krlstallen nicht-kublscher Symmetrie unter 
Inanspruchnahme polarlslerten Lichtes stark vereinfacht. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung eignet sich insbesondere fOr die 
Automatisierung unter Verwendung von Robotern. Es kann eine beliebige 
Anzahl von ProbengefaSen auf elnem Probentrager angeordnet werden (in 
20 Figur 9 slnd 96 Proben angeordnet). FIgur 9 zeigt die Aufslcht eines 
erfindungsgemaBen Probentragers (1) zur automatlsierten Durchfuhrung des 
Kristallisatlonsverfahrens mIt elnem erhohtem Rand (2), ProbengefaBen (16) 
und Anschnltten zwischen den ProbengefaBen (14). 

Der Probentrager 1st gekennzelchnet durch eInen erhohten Rand. Dadurch wird 
25 die robotergestutzte Durchfuhrung des Verfahrens stark vereinfacht: Es wird in 
jedes ProbengefaS die untere wassrige Phase gegeben. Danach wird diese mit 
der mittleren Phase uberschichtet, die vprzugswelse alle ProbengefaSe uber 
die Hohe der Ausbuchtung hlnaus, jedoch unter den Rand der einzelnen 
ProbengefaSe aufftillt. Danach erfolgt die Uberschichtung des gesamten 
30 Systems mit der oberen Phase. Dadurch werden storende l^iniskuseffekte an 
der Oberflache unterbunden. Vorzugswelse 1st die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung so ausgeblldet, dass sle von ganglgen Roboterformaten genutzt 
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werden kann. Dies 1st beispielswetse der Fall, wenn der Probentrager im 
Standard-96-Well Format 8 ma! 12 ProbengefaBe aufweist, die jeweils 9 mm 
vonelnander entfemt sind. Standards wie die der Society of Biomolecular 
Sciences (SBS; www.sbsonllne.org) sind dem Fachmann bekannt. 

5 Der Rand des Probentragers ist ausreichend hoch, um die obere Pliase 
aufzunehmen. Vorzugswelse ist der Anteil des erhohten Randes an der 
Gesamthohe des Probentragers 2-50%, bevorzugt 5 bis 30%, besonders 
bevorzugt 10 bis 20%. 

Bei der Automatlsierung des Verfahrens konnen die einzelnen ProbengefaBe 
10 durch seltllclie Wande abgetrennt Tellberelctie (Ausbuclitungen gerriaB Figur 
10 Oder Ausgrenzungen gemaB Figuren 12 und 13) aufweisen. In einem 
ProbengefaB konnen eine oder mehrere solcTie Teiibereiche vorhanden sein, 
z.B. drei Ausbuchtungen wie in Figur 7. Es konnen auch eine Vielzahl von 
Ausbuclitungen und/oder Ausgrenzungen neben einem Reservoir angeordnet 
15 sein. 

Durch diese erfindungsgemaBen Ausfulirungsformen lassen sich eine Vielzahl 
von Arbeitsschritten einsparen, was die Verwendung als automatisierten 
Prozess stark erieichtert. Das Verfahren ist ahnlich einfach automatlsiert 
durchfiihrbar wie Batchverfahren nach dem Stand der Technik, ermoglicht 

20 jedoch eine dynamische Einstellung eines Endpunktes und eines metastabilen 
Zustandes. Des weiteren konnen zeitlich versetzte Testverfahren an mehreren 
Proteinen realisiert werden, wobei das Protein elner Ausbuchtung zugegeben 
wird, in die bereits vorher die wassrige Losung (vierte Phase) vorgelegt wurde. 
Dies ermoglicht einen verringerten Verbrauch von Chemikalien und 

25 Probentragern. 

Bevor ein erfindungsgemaBes Drelphasensystem etabllert wIrd, ist es notig, 
die mittlere und die obere Phase so auszuwahlen, dass saubere Phasengrenzen 
erhalten werden und dass die Rjeihenfolge der Phasen (unten/Mitte/oben) sich 
wie gewunscht, unter anderem durch Adhaslons- und Kohaslonskrafte, 
30 einstellt. 
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Die obere Phase muss eine geringere DIchte als die Losung des I^akromolelculs 
aufweisen und muss gegenuber H2O diffusionshemmende Eigenschaften 
besitzen. Geeignet ist insbesondere Paraffinol. 

Zum Testen der mittleren Phase werden die einzelnen Flussigkelten ftir die 
5 mittlere Phase Jewells mit elner Identlschen l^enge der oberen Phase 
uberschichtet und anschlieBend bei Raumtemperatur inkubiert. Geelgnete 
Fltissigkeiten bilden eine uber einen langeren Zeitraum stabile Phasengrenze 
aus. 

Urn die Dampfdurchiassigkeit der mittleren Phase zu testen, wird die bekannte 
10 Kristallisatlon eines Makromolekuls in einem offenen System mit unterer 
wassriger Losung des Makromolekiiis und uberschichteter mittierer Phase 
untersucht (ohne obere Phase). Die verdunnte Losung des Makromolekuls wird 
gefiltert, in ein KristalllsationsgefBB gegeben und mit der zu testenden 
mittleren Phase uberdeckt. AnschlieBend wird der Ansatz Ciber eInen Zeitraum 
15 von mehreren Stunden bis mehreren Tagen beobachtet. Falls die mittlere 
Phase Wassermolekule aus der Losung des Makromolekuls ausdiffundieren 
lasst, entstehen je nach Diffusfonsoffenheit und Schichtdlcke Kristalle. Wenn 
die mittlere Phase die Diffusion von Wasser nicht zulasst und daher 
erfindungsgemaB nicht geeignet Ist, bllden sich nach mehreren Tagen keine 
20 Kristalle. 

Da die Losung des Makromolekuls meist auf einer Elektrolytlosung basiert, 
muB auBerdem das Verhalten der mittleren Phase in Bezug zur wassrigen 
Phase bewertet und sichergestellt werden> dass sich die fur die mittlere Phase 
verwendete Flussigkeit im wesentllchen nicht mit der wassrigen Phase 
25 vermischt und mit dieser kompatibel ist. 

Um den Einfluss einer diffusionsoffenen mittleren Phase auf die 
diffusionshemmenden Eigenschaften der oberen Phase zu testen, wird 
zusatzlich mit einer Schicht von Paraffinol beschichtet, die mindestens so dick 
seln sollte wie die Schicht der mittleren Phase. Wenn die mittlere Phase die 
30 diffusionshemmenden Eigenschaften der oberen Phase nicht substantiell 
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beelnflusst, 1st keine oder zummdest efne erheblich verzogerte Bildung von 
Proteinkristallen zu beobachten. . 

Ausfuhrunqsbeisplele: 

5 Belspiel 1: Test der Losllchkelt der mittleren Phase in der oberen Phase 

Es wird Paraffinol (Paraffin dunnflusslg, Merck; Bestellnummer: 1.07174.1000) 
als obere Phase verwendet und nach einer kompatlblen mittleren Phase 
gesucht. Anstelle des Paraffinols konnen andere Flussigkeiten verwendet 
werden, die eine diffusionshemmende Eigenschaft und eine entsprechende 
10 DIchte aufwelsen. 

Tabelle 1 enthalt exemplarisch eine Aufllstung der getesteten Flussigkeiten, die 
verschiedene Polysiloxane, Zufalls-Copolymere und ein Block-Copolymer 
umfasst. 



Tabelle 1: 



I 


Poly(dlmethylslloxan-Co-Methylphenylsiloxan), Trimethylsilyl-terminiert; 
Phenylmethylslloxan-Anteil: ~50% ; Viskositat bei 25«'C: 100 mmVs 

(SlfliconQI APlOO, Wacker-Chemie GmbH) 


II 


Poly(dimethylsiloxan-Co-Methylphenylslloxan),.Trlrnethylsllyl-termlnfert; 
Phenylmethylslloxan-Anteil: ~50 % ; Viskositat bel 25*'C: 200 mmVs 

(Silllconol AP200, Wacker-ChemIe GmbH) 


III 


Poly(c«methylslloxan-Co-Methylphenylslloxan), Trimethylsilyl-terminiert; 
Phenylmethylslloxan-Anteil: ~50 % ; Viskositat bei 25*»C: 500 mmVs 

(Sliliconol AP500, Wacker-Chemie GmbH) 


IV 


Poly(dimethylslloxan-Co-Methylphenylsnoxan), Trimethylsilyl-terminiert; 
Phenylmethylslloxan-Anteil: <50 % ; Viskositat bei 25°C: 20 mmVs 

(SillconSI AR20, Wacker-Chemie GmbH) 


V 


Poly(dimethylslloxan-Co-Methylphenylsiloxan), Trimethylsilyl-terminiert; 
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Phenylmethylslloxan-Antell: <50 % ; Vfskositat be! 25^C: 200 mmVs 
(Siiliconol AR200, Wacker-Chemie GmbH) 


VI 


Poly(dimethylsiloxan-Co-Methylphenylslloxan), Trimethylsllyl-termlnlert; 
rnenyimetnyisiioxan-Anteii: <50 % ; Viskositat oei 25°C: 1000 mm /s 

(SlllconSI ARIOOO, Wacker-Chemie GmbH) 


\ /TT 
VII 


Poly(aimethylsiloxanj, Hydroxy-terminiert, ca, 25 cSt bei 25*=*C 
(SIgma-Aldrlch, Bestellnummer: 48,193-9) 


\/TTT 
VIII 


Poly(dimethylsiloxan), Hydroxy-termlnfert, ca. 65 cSt bei 25°C 
(Sigma-Aldrlch, Bestellnummer; 48,195-5) 


TV 
IX 


Poly(aimetnylsiloxan), Hydroxy-terminrert, 90-150 cSt bei 25^C 
(Sigma-Aldrich, Bestellnummer; 43,297-0) 


X 


Polydlmethylsiloxan, Trimethylsllyl-terminiert 
Hampton-Research, DMS OH, Bestellnummer: HR2-593 


XI 


Poiy-3,3,j-Trinurpropylmetnylsiloxan 
Hampton-Research, FMS Oil, Bestellnummer: HR2-595 


XII 


((N-Pyrrondonpropyl)-Methylslloxan-Dlmethylslloxan-Copolymer 
(ABCR, Bestellnummer: YBD-125, Gelest Inc.) 


XIII 


Poly[dimethy[si'loxan-Co-Methyl(3-Hydroxypropyl)snoxan]-graft- 
Poly(ethylenglycol)methylether 

(Sigma-Aldrfch, Bestellnummer: 48,239-0) 


XIV 


Poly[dimethylsiloxan-Co-Methyl(3-Hydroxypropyl)siloxan]-Graft- 
(Sigma-Aldrfch, Bestellnummer: 48,034-7) 


XV 


Poly[dlmethylsiloxan-Co-Methyl(3,3,3-Trifluorpropyl)siloxan] 
(Sigma-Aldrlch, Bestellnummer; 48,257-9) 
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XVI 



Dimethylsiloxan - Ethylenoxid Blockcopolymer 
(ABCR, Besteilnummer: DBE-224, Gelest Inc.) 



In runden GlasgefaBen mit einem Innendurchmesser von 6,5 mm warden je 
500 Mikrolfter der zu testenden Flussigkeit gegeben, mit je 500 Mlkroliter 
Paraffinol bedeckt und bel Raumtemperatur Inkubiert. Alle Flussigkeiten bilden 
5 Initial zum Paraffin eine scharfe Phasengrenze. Nach zwei Stunden hat die 
Phasengrenze fiir die FIQssIgkelten IV und X berelts an Scharfe verloren, 
bedingt durch ein Ineinanderdiffundleren belder Flussigkeiten. Nach 
24 Stunden ist dies ansatzwelse auch fQr die Flussigkeit I der Fall. Somft 
stellen die Flussigkeiten II, III, V, VI, VII, VIII, IX, XI, XII, XIII, XIV, XV und 

10 XVI potenzielle Kandidaten fOr die mittlere Phasfe des hler beschrlebenen 
Verfahrens dar. Die Flussigkeiten IV, X und bedingt I fellen aus dem hler 
vorgestellten Selektlonsverfahren aus. Fur die Flussigkeit X Ist dies nicht 
verwunderlich, da es sich um das In den modifizierten Batchverfahren 
verwendete Polydimethylsiloxan (DMS) handelt, was dem Paraffinol beigesetzt 

15 wird um dieses diffusionsoffener zu machen. Die flussigkeit X wurde 
exemplarisch berucksichtigt. 

Beispiel 2: Test der Diffusionseiaenschaften der mittleren Phase 

Die zu testenden mittleren Phasen werden mit Wasser abgesattigt. Dazu wird 
20 der zu testenden FIQssigkelt 5 % (v/v) Wasser zugegeben, vermischt, 
zentrlfugleft und uber mehrere Tage Inkubiert. Die Absattlgung dient dazu, die 
Blldung von Protelnkristallen durch Wasserentzug der zu testenden mittleren 
Phase zu unterblnden. Die Flussigkeiten XIII, XIV und XVI erwiesen sich als 
wenig kompatlbel mit einer wassrigen Losung. 

25 Eine Lysozymlosung (25 mg/ml) wird wie folgt hergestellt: 50 mg Lysozym 
(Lysozyme, Sigma; Besteilnummer: L-7651) werden komplett in 1 ml Wasser 
aufgelost, filtriert und mit 1 ml der folgenden Losung versetzt: 5 % NaCI, 
100 mM NaOAc pH 4.0, 0.02 % NaNa. 
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In eine 96-well Mlkrotlterplatte werden pro ProbengefaB 10 Mikroliter der 
Lysozymlosung deponiert und mit je 80 Mikroliter der in Beispiel 1 genannten 
Flussigkelten Nummer: II, III, V, VI, VII, VIII und IX uberdeckt. Parallel dazu 
wird der gleiche Ansatz erstellt, und weiter mit 100 Mikroliter ParafRnol 
5 uberdeckt. Beide Ansatze werden bei 22*C inkublert und uber einen Zeitraum 
von mehreren Wochen beobachtet. Bei der Wahl der getesteten Flussigkelten 
wurden die kostengOnstigen potenzlellen Flussigkelten ausgewahlt. 

Die folgende Tabelle gibt die Zelten In Tagen wieder, nach denen 
Lysozymkristalle beobachtet werden konnten: 



Flusslgkeit Nummer 


ohne Paraffinol 


mit ParafPlnSI 


II 


~8 


~22 


III 


~8 


~22 


V 




~22 


VI 


~7 


~22 


VII 


~0,5 


~22 


VIII 


~1 


^22 


IX 


~1 


~22 



Somit konnen verschledene Diffusionseigenschaften der Flussigkelten 
charakterlslert werden und deren EInfluss auf die Diffusionseigenschaften des 
Parafflnols ausgeschlossen werden. 

15 

BeisDiel 3: D ifPusionseiqenschaften der Hydroxv-terminierten Poivdimethyl- 
siloxane 

Anstelle der In Befsplel 2 genannten MIkrotlterplatten werden GlasgefaBe mit 
einem Innendurchmesser von 6,5 mm verwendet und mit 100 l^ikroliter der 
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aus Belsplel 1 genannten Flusslgkelten Nummer VII, VIII oder IX befulit. 
Parallel dazu wlrd der glelche Ansatz erstellt, und welter mit 100 MIkrollter 
ParafRnol uberdeckt. AnschlieBend werden den GlasrShrchen 5 Mlkroliter der 
In Belsplel 2 beschrlebenen Lysozymlosung belgefugt. DIese wandert zum 
5 Boden des GefaBes. Innerhalb weniger Stunden wird bei Flussigkeit VII deren 
leichte EIntrubung im mft Paraffin Qberdeckten Ansatz beobachtet. IMach 
mehreren Stunden ist diese Eintrubung ebenfalls fur die mit Paraffinoi 
Qberdeckten Flusslgkeiten VIII und IX sichtbar, Diese TrCibung bleibt fur die 
nicht mit Paraffinoi Qberdeckten Ansatze aus. Wird den mit Paraffinoi 
10 Qberdeckten Ansatzen keine wassrige Phase belgefugt, bleibt eine EIntrubung 
aus. Wird an Stelle der Lysozymlosung relnes Wasser verwendet, wird ein 
ahnliches Verhalten beobachtet. Die gemafi Belsplel 2 durchgefuhrte 
Absattlgung der FIQssigkelten Ist Insbesondere fQr die Hydroxy-termlnierten- 
Dimethylsiloxane wichtig. 

15 

Beispiel 4: Kristallisation von Lvsozvm im Vierphasensystem; 

Aufbau des Vierphasensystems: Als untere Phase werden in GlasgefaSen mit 
6,5 mm Innendurchmesser je 500 Mlkroliter einer Losung von 5 % NaCI, 
100 ml^ NaOAc pH 4.0, 0.02 % NaNa gegeben. Die Losung bestimmt somit 
20 den Endpunkt fQr die Kristallisation des Lysozyms. Anschliel3end werden als 
mittlere Phase 100 |V||kroIlter der In Beispiel 1 genannten Flussigkeit Nummer V 
zugegeben. Uberdeckt wlrd das ganze mit 100 Mlkroliter Paraffinoi als obere 
Phase. 

EIn Mlkroliter eIner Lysozymiesung gemaB Beispiel 2 wird mittels einer Pipette 
25 unter die Paraffin/Luft Phasengrenze In das Drelphasensystem appli'ziert und 
wandert bedlngt durch den DIchteunterschled bis zur Sillkonol/Parafflnol 
Phasengrenze. AnschlieBend wandert die ProteinlSsung langsam zur 
Phasengrenze untere Phase/Slllkonol und verbleibt dort Qbllcherwelse als 
stabile vierte Phase In Form eines Tropfens. Der Endpunkt der Konzentratlon 
30 wird durch die Zusammensetzung der unteren Phase bestimmt. Gelegentlich 
wird auch eine unerwQnschte Vereinigung der vierten Phase mit der unteren 



WO 2004/012841 ^VT/EP2003/008369 

• - 29 - 

Phase beobachtet. Es bilden sJch Protelnkristalle (Rgur 4). Verwendet man 
anstelle der Fliissigkeit V die FlQssigkeit VI, so stabllislert slch der Tropfen in 
der Regel an der Phasengrenze ParaffinSI/Silikonol. Dies gilt Insbesondere fur 
Tropfen <1 l^ikroiiter. Es bilden sich ebenfalls Protelnkristalle. 

5 Die in diesem Beispiel genannten Fliissigkeiten Nummer V und VI sind 
Copolymere. Sie unterscheiden sicli in der Viskosltat und somit in der 
Langenverteilung der jeweiligen Polymerketten. Es ist somit ersichtiich, dass 
die LSnge- und Langenverteilung des Piienylmethylsiloxans, sowie das 
Volumen der ProtelnlSsung einen niclit unerheblichen EInfluss auf das 
10 Verlnalten des Systems haben. Diese Parameter konnen je nach Anwendung 
eingestellt und optlmiert werden. Auch iiber die Zugabe von Zusatzstoffen 
(z.B. Stabilisatoren, Block-Copolymere, insbesondere Di- und/oder Triblock- 
Copolymere) kann das System welter optimiert werden. 

Bei Verwendung von Glasroinrchen oder Glaskapillaren kann die 
15 Doppelbrecfiung der Protelnkristalle zur Detektion genutzt werden, Hierzu wird 
poiarisiertes Liclit mit einem 90° versetzten Analysator zur Totalextinktion 
gebraciit, wobei Kristalle nicht-kubisciier Symmetrie je nach Ausrichtung ein 
Lichtsignal zeigen (Figur 5). Der Tell des ProbengefaSes, durch den der 
Uchtweg fuhrt, muss dabel optisch homogen sein. Bei der Vorrichtung nach 
20 Rgur 5 wurde durch die Seitenwande gemessen. Insbesondere bei 
ProbentrSgern mit einer Vielzahl von ProbengefaBen ist es vortellhaft, die 
Messung durch einen optisch homogenen GefaBboden vorzunehmen. Des 
weiteren bilden sich bei der Verwendung von Glas an der Phasengrenze 
unten/l^ltte sowie l^ltte/oben jeweils ein konkaver Meniskus aus, was zu eIner 
25 Zentrlerung des Tropfens fUhrt (siehe Rgur 4). Dies ist fur die Analyse der 
Kristallisationsexperimente von Vortell. Die Oberflacheneigenschaften des 
GefaBes konnen auf diese Art so ausgewahit werden, das sie das Verfahren 
vortellhaft beeinflussen. 



30 Beispiel 5: Kristaliisation im Vierphasensystem mit raumlicher Abtrennuno der 
Proteinlosunq von der unteren Phase 
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Ein Dreiphasensystem wird In einer 96-well Kristallisationsplatte (Greiner Bio- 
one, Protein Kristallisationsplatte, 96 well; Bestelinummer 609120) wie oben 
beschrieben etabilert. Dabei ist es wichtig, dass die untere Pliase nicht uber 
die Ausbuchtung hinausragt (sieiie Figur 6). Die mittlere Phase wird dann 
5 appllzlert, bis der gesamte Querschnitt einer Probenposition bedeckt ist. 
AnschlieBend wird mit ParalTlnol uberdeci<t (obere Phase, slehe Figure). Die 
mittlere Phase kann auch nach der oberen Phase appllzlert werden. 

Als Richtwerte gelten folgende Volumlna: 300 MIkroliter Aiisfallungsreagenz 
(slehe untere Phase Beispiel 4), 90 MIkroliter der mittleren Phase, 120 
10 l^ikroliter Parafflnol und 2 MIkroliter ProtelnlSsung. 

Die Anspruche an die mittlere Phase sind beziiglich der Stabilisierung des 
Proteintropfens weniger stringent als bei Beispiel 4. Zwel MIkroliter einer In 
Beispiel 2 beschrlebenen LysozymlSsung wir so appllzlert, dass sie In die 
Ausbuchtung des GefSBes posltioniert ist oder dorthin wandert. Sie bildet einen 

15 Tropfen aus, der von der mittleren Phase und der GefaBwand umgeben Ist. Die 
Rgur7 zelgt ein Kristalllsationsexperlment bel dem die Flusslgkelt IX als 
mittlere Phase verwendet wurde. Protelnkristalle bllden sich Im Falle der 
FIQsslgkelt IX nach zwel Tagen. Bei Verwendung der Hydroxy-termlnlerten- 
Polyslloxane (FIQsslgkeiten VII, VIII und IX) kann des ofteren ein AufrelBen 

20 der oberen ParafFlnschicht beobachtet werden, insbesondere wehn geringere 
Volumlna des Parafflnol verwendet werden. Die hier verwendete 
Kristallisationsplatte lasst jedoch keine Applikatipn von groBeren Mengen 
Parafflnol zu. Dagegen erlaubt die Verwendung eines Probentragers mit einem 
erhohten Rand die Applikation einer ausreichenden Schlcht Paraffinols iiber 

25 den gesamten Probentrager. 

Beispiel 6: Veralelchende Kristallisation von weiteren Enzymen - Glucose 
Isomerase und Xvlanase 

Das Verfahren wurde mittels zwel kommerzlell erhaltllcher Enzyme reallslert, 
30 namentlich der Glucose Isomerase (Hampton-Research, Glucose Isomerase, 



wo 2004/012841 




IT/EP2003/008369 



- 31 - 

Bestellnummer:HR7-100) und der Xylanase (Hampton-Research, Xylanase, 
Bestellnummer:HR7-106). Beide Proteine wurden bei einer Konzentration von 
15 mg/ml, sowie mittels eines etabllerten und konnmerziell erhSltlichen Kits 
von Ausfallungsreagenzien (Hampton-Research, crystal screen, HR2-110) 
(nach Jancarik, 3. und Kim, S.H.; Sparse matrix sampling: a screening method 
for crystallization of proteins; J. Apll. Cryst. 1991, 24, 409-11) getestet. Die 
Ausfallungsreagenzien wurden sowohl unverdunnt als auch in 50%iger 
Verdunnung verwendet. Die Proteinlosung wurde filtriert. 

Ein Dreiphasensystem wird In einer mit erhohtem Rand ausgestatteten 96-well 
Kristallisationsplatte realisiert (Grelner Bio-one, Protein Kristallisatlonsplatte, 
96 well; Bestellnummer 609120). Der Rand wurde mittels Ankleben eines 
Plastikstrelfens von ~2cm erzeugt und -mit HeiBkleber abgedichtet. Das 
Dreiphasensystem wIrd aufgebaut, Indem zuerst Paraffinol Qber die 
Gesammtheit der Probentrager hinweg appliziert wird und anschlleBend die 
verschiedenen Ausfallungsreagenzien einzein in je ein Reservoir gegeben 
werden. AnschlleBend wird ein Tropfen der Ausfallungsreagenz von 1,5 iil 
Volumen in jedes der drei Ausbuchtungen aus dem Reservoir heraus pipettiert. 
AnschlleBend wird die Phase II appliziert, Indem sovlel der Flussigkelt VIII aus 
Beispiel 1 zugegeben wird, bis der gesamte Querschnitt einer jeden 
Probenposition bedeckt ist, jedoch nicht uber den Rand der Probenposition 
hinaus. Die Platte wird anschlleBend zwel Sturiden inkublert. AnschlleBend wird 
jeder Ausbuchtung 1,5 \il der wassrigen Proteinlosung zugegeben. Parallel zu 
diesem Experiment wird ein klasslsches Hanging-Drop Experiment angesetzt. 
Nach 18 Stunden wurden Bilder der Ans3tze aufgenommen. RgurS zelgt 
einen Vergleich zwischen der l^ethode des Dreiphasensystems und dem 
HSngenden Tropfen. In mehr als 50 % der Fallen zeigte die l^ethode der 
3 Phasen eindeutig besser ausgebildete Kristalle. Des weiteren konnte gezeigt 
werden, dass der Aufbau des Dreiphasensystenris unter Verwendung der 
Flussigkelt VIII aus Beispiel 1 mIt alien 50 LSsungen des Screens kompatibel 
ist. Die Ausfallungsreagenzien bestehen aus einer Auswahl typischerweise in 
der Proteinkristallisation verwendeter Substanzen und beinhalten ebenfalls 
organische Losungsmittel. 
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Hour 8 zefgt exemplarlsch anhand von drel Kondlttonen elnen Vergleich der In 
Beisplel 6 generierten Resultate zwischen dem neuen Verfahren (linke Spalte) 
5 und dem klasslschen Hangenden-Tropfen (rechte Spalte). Die erste und zwelte 
Reihe gibt Resultate der Glucose Isomerase und d(e letzte Reihe ein Resultat 
der Xylanase. Die hler gezelgten Beispiele zeigen das im Rahmen des neuen 
Verfahrens oft bessere Resultate erhalten werden als mit klassischen 
Verfahren. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Kristallisation von Makromolekulen in einem 
Dreiphasensystem unter Verwendung eines GefaBes, enthaltend eine 
untere wassrige Phase, eine mittlere Phase und eine obere hydrophobe 
Phase mit geringerer Dichte als die untere wassrige Phase, wobel eine 
wassrige Losung der Makromolekule in die mittlere Phase gegeben wird 
und eine vlerte Phase bildet und inkublert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass die wSssrlge 
Losung der MakromolekQIe eine vlerte Phase bildet, die sich nicht 
unmittelbar mit der unteren Phase vermischt- 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
die untere Phase eine hygroskoplsche Festphase ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
die untere Phase eine hygroskoplsche Flussigphase Ist. 

5. Verfahren nach mindestens einem der AnsprCiche 2 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die vlerte Phase nach Einbringen in das GefaB zur 
Phasengrenze zwischen der unteren und mittleren Phase oder zur 
Phasengrenze zwischen der mittleren und oberen Phase wandert, 

6. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 2, 3, 4 oder 5; dadurch 
gekennzeichnet, dass das GefaB so ausgestaltiat Ist, das die vlerte Phase 
nicht in Kontakt mit der unteren Phase kommt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die vlerte 
Phase In einer Ausbuchtung und/oder Ausgrenzung lokalisiert ist, 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 2 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass sich die vlerte Phase solange nicht vollstandig mit 
der unteren Phase vermischt, bis die Kristallisation in der vierten Phase 
Oder an einer Phasengrenze zur vierten Phase einsetzt. 
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9. Verfahren nach mlndestens einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass durch die obere Phase iiber die Dauer des 
Kristallisationsvorgangs im wesentliciien keine Diffusion von Wasser aus 
dem GefaB stattfindet. 

5 10. Verfahren nach nnindestens einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass die obere Phase Paraffinol enthalt. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 2 bis 10, dadurch 
gekennzelchnet, dass die mittlere Phase so ausgewahit ist, dass eine 
Diffusion von Wasser von der vierten Phase In die untere Phase 

10 stattfindet. 

12. Verfahren nach mlndestens einem 4er. Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzelchnet, dass die mittlere Phase Hydroxy-rtermlniertes 
Polydlmethylsiloxan und/oder Phenylmethyl-Sillconol enthalt. 

13. Verfahren nach mlndestens einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
15 gekennzeichnet, dass die untere wassrige Phase Saize, Puffersubstanzen, 

Polymere und/oder organische Losungsmittel enthalt. 

1.4. Verfahren nach mlndestens einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Losung des Makromolekuls SaIze, 
Puffersubstanzen, Polymere und/oder organische Losungsmittel enthalt. 

20 15. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass die l^akromolekule Proteine, DNA, RNA, Komplexe 
von Makromolekulen, Proteinkomplexe, Protein/Llgandenkomplexe, 
DNA/Ligandenkomplexe, Proteln/RNA-Komplexe, Protein/DNA-Komplexe, 
Viren oder Virenfragmente sind. 

25 16. Verfahren nach mlndestens einem der AnsprQche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Kristalllsation durch optische Messverfahren, 
Insbesondere mikroskoplsche Aufnahmen, Streulichtverfahren oder 
spektroskopische Methoden analysiert und/oder kontinulerlich verfolgt 
wird. 
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17. Krlstalle von Makromolekulen, die durch ein Vetfahren nach einem der 
Anspriiche 1 bis 16 erhalten warden. 

18. Vorrichtung zur Kristallisatlon von l^al<romoiekQlen, bel der eine Vielzahl 
von ProbengefaBen (6, 16) zu einem ProbentrSger angeordnet sind, 
wobei der Probentrager einen durchgangigen Rand (2) aufwelst, der 
hoher angeordnet ist als die Offnungen der ProbengefSBe und bel der In 
jedem ProbengefSB (6, 16) mindestens ein Teflberelch (5, 15) vorhanden 
ist, der von dem iibrigen ProbengefaB durch seitllclie WSnde (3, 13) 
abgetrennt Ist, wobel die seltllchen Wande (3, 13) nacli oben liln 
niedriger sind als die seitlichen Wande des ProbengefSBes (4, 14). 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, wobeUder Boden (1) der Tellberelch (5) 
auf derselben Hohe llegt wie der Boden der ProbengefaBe (6). 

20. Vorrichtung nach Anspruch 18 und/oder 19, wobei der Boden des 
Probentragers optisch homogen Ist. 

21. Vorrichtung zur Kristallisation von Makromolekulen, bel der eine Vielzahl 
von ProbengefaBen (6) zu einem Probentrager angeordnet sind, bei der In 
jedem ProbengefSB (6) mindestens ein Tellberelch (5) vorhanden Ist, der 
vom ubrlgen ProbengefSB durch seltilche WSnde (3) abgetrennt Ist, wobel 
die seltllchen Wande (3) nach oben hin niedriger sind als die seltllchen 
Wande des Probengel^Bes (4), dadurch gekennzelchnet, dass der Boden 
des Probentragers optisch homogen Ist und das der Boden (1) der 
Teilbereiche (5) auf derselben Hohe llegt wie der Boden der ProbengefaBe 
(6), wobel der Probentrager einen durchgangigen Rand (2) aufweist, der 
hoher angeordnet ist als die Offnungen der ProbengefaBe. 

22. Vorrichtung zur Kristallisatlon von Makromolekulen, bel der eine Vielzahl 
von Probenge^Ben (6) zu einem Probentrager angeordnet sind, bel der In 
jedem ProbengefaB (6) mindestens zwel Teilbereiche (5) vorhanden sind, 
die vom Qbrigen ProbengefaB durch seltilche WSnde (3) abgetrennt sind, 
wobel die seltllchen Wande (3) nach oben hin niedriger sind als die 
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seltlichen Wande des ProbengefaBes (4), wobef die seitllche Wand oder 
Wande mindestens eines Tellberelches eine verschledene Hohe aufweist. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 22, dadurch gekennzelchnet, dass der Boden 
des Probentragers optisch homogen ist und das der Boden (1) der 
Tellbereiche (5) auf derselben Hohe liegt wie der Boden der ProbengefaBe 
(6). 

24. Dreiphasensystem zur Kristallfsatlon von Makromolekulen, be! dem in 
einem GefaB drei flusslge Phasen ubereinander vorllegen, wobei diese 
eine untere wassrige Phase, efne mittlere Phase und eine obere 
hydrophobe Phase^ mit gerfngerer Dichte als die untere wassrige Phase 
sind. 

25. Dreiphasensystem nach Anspruch 24, wobei die untere Phase eine 
hygroskoplsche Phase fester und/oder flussiger Natur ist. 

26. Verwendung eines Verfahrens nach Anspruch 1 bis 16, der Vorrichtung 
nach einem der Anspriiche 18 bis 23 und/oder eines Dreiphasensystems 
nach Anspruch 24 bis 25 zur Kristallisation von l^akromolekulen, zur 
automatisierten Kristallisation oder zum automatisierten Screening. 

27. Strukturen von Makromolekulen, die bei der Analyse von Kristallen 
gemaB Anspruch 17 ermlttelt warden. 
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Figur 2 
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Figur 3 
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